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RESUMO

No Brasil a criacdo do Programa Nacional de Imwgdiea (PNI), em 1973, deu-se no ambito
do processo de formulacéo de grandes programasniaeci A partir de agosto de 2012, o PNI
introduziu no calendario basico da crianga a vacorabinada pentavalente (DTP/HB/Hib),
que retne em uma sO dose a protecdo contra cineoca® (difteria, tétano, pertussis,
Haemophilus influenzaipo b e hepatite B). A Hepatite B € uma doengeada pela infeccao
do Virus da Hepatite B (HBV), um virus DNA, da féimiHepadnaviridae O envoltorio
externo do HBV contém proteinas antigénicas questtaem o antigeno de superficie do
virus da hepatite B (HBsAg). A Organizacdo Mundlal Salude calcula que mais de 240
milhdes de pessoas estdo cronicamente infectadasHBy no mundo. O desafio para o
desenvolvimento e a introducdo das novas vacinawioadas em grande parte € sobre o
potencial de interacdo antigénica. Com isso, &efice a seguranca de cada componente
devem ser avaliadas separadamente e na sua forataafiavés de ensaios de controle da
qualidade. Dentre 0os ensaios preconizados est&t® de poténcia que é um ensaio para
avaliacdo da eficacia das vacinas. O objetivo déstiealho foi avaliar a poténcia do
componente da hepatite B nas vacinas combinadaaviaéente (DTP/HB/Hib) de diferentes
produtores, através da metodologiavitro baseada em ensaio do tipo imunoenzimatico —
ELISA. Além disso, foram também avaliadas as pessivnterferéncias dos demais
componentes (DTP e Hib) e do adjuvante fosfato ldeniaio contidos nas diferentes
formulacdes das vacinas, estudo da estabilidadsiteiacdo de estresse a 60°C por 7 dias e
comparagao do uso dos kits comerciais Murex e Hrogstg Um total de dezessete amostras
de vacinas combinadas pentavalente com o compoH&s&g, de dois diferentes produtores
(A e B), mantidas de 2 a 8°C foram selecionadas @sse estudo. A metodologia do engaio
vitro foi estabelecida para avaliacdo da poténcia dasstams de vacinas combinadas
pentavalente (DTP/HB/Hib) dos produtores A e B.r&siltados encontrados mostraram que
nao ha interferéncia dos antigenos difteria, tétprdussis é¢daemophilus influenzatpo b

na avaliacdo da poténcia do componente HBsAg. @s lde vacina combinada 1622/12 e
3032/12 foram eleitos como referéncia interna pargorodutor A e o produtor B
respectivamente. Os kits comerciais selecionadosefme enzygnost) foram adequados para

a proposta do estudo.



ABSTRACT

The Brazilian National Immunization Program (PNDasvcreated in 1973, during the
formulation of the most important national program®&razil. Starting on August, 2012, PNI
has introduced the Pentavalent Combined Vaccinpaais of the children basic calendar,
unifying in one dose the protection against fivesedises (diphtheria, tetanysertussis
Haemophilus influenzaype b and hepatitis B). Hepatitis B is a diseaaased by the
infection of Hepatitis B virus (HBV), a DNA virugdm Hepadnaviridaefamily. The HBV
external involucre contains antigenic proteins ttis the hepatitis B virus surface antigen
(HBsAg). The World Health Organization calculatkattover 240 million people around the
world are chronically infected by HBV. The challenfpr the development and introduction
of the combined vaccines is mostly about the p@kwf antigenic interaction. Thus, the
efficacy and safety of each component must be iddally evaluated and in its final form
through quality control assays. Among the precahassays, the potency test is the assay that
evaluates the vaccines effectiveness. The purpb#gsowork is to evaluate the potency of
hepatitis B component in pentavalent combined wesci(DTP/HB/Hib) from different
manufacturers through vitro methodology based on enzyme linked immunosorbesatyas
ELISA. Moreover, were also evaluated the interfeeenf the other components (DTP and
Hib) and the aluminum phosphate adjuvant containetthe different vaccine formulations,
stability study in stress situations on 60°C fovese days and the comparison of using
commercial kits Murex and Enzygnost. A total of seeen samples of pentavalent combined
vaccine with HBsAg component from two different gucers (A and B) kept from 2°C to 8°C
were selected for this study. The methodology for ih vitro assay was established to
evaluate the potency of pentavalent combined vaq@&iP/HB/Hib) samples from producers
A and B. The results showed that there is no iaterfce with diphtheria, tetanysertussis
and Haemophilus influenzagype b antigens when evaluating the potency of ABs
component. The combined vaccines lots 1622/12 @@P/22 were elected as internal
reference to producer A and producer B, respegtivdlhe commercial kits selected (murex

and enzygnost) were appropriate for the purposki®ttudy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Programa Nacional de Imunizac¢des: 40 anos da SauBéblica Brasileira

A criacdo do Programa Nacional de Imunizac¢des-BnNI,1973, deu-se no ambito do
processo de formulacdo organizacional da politiaeiomal de vacinacdo da populacéao
brasileira (TEMPORAO, 2003).

Ao longo de quatro décadas, o PNI consolidou-seocomcoordenador de uma
relevante intervencdo de Saude Publica de cardtimersal, a vacinacgdo, contribuindo
sobremaneira para a reducdo da morbidade e madaligor doencas transmissiveis no
Brasil. Apos a criacdo do PNI, é que foram desemdat acoes planejadas e sistematizadas
para o controle ou erradicacdo das doencas intectagiosas e imunopreviniveis, mediante
a imunizacdo através da vacinagdo periddica da lpgim com o uso de vacinas
monovalentes e combinadas. O PNI é, ao mesmo teémepaeiro de experiéncias exitosas da
Saude Publica brasileira e protagonista de um mogmento, no qual a complexidade do
quadro epidemiologico e o desenvolvimento de noaasnas passaram a exigir uma mais
adequada e inédita maneira de organizacdo das @®asinacédo (BRASIL, 2003).

Essa nova organizacdo é fundamental para assegumiformidade do calendario
vacinal, a introducdo sustentavel de novas vacipadronizacdo técnica, e a adocao de
estratégias inovadoras como a combinacdo de va@cnde rotina com campanhas de
vacinacgdo, que tiveram um papel essencial na eigdm da poliomielite e do sarampo,
alcancadas no periodo de existéncia do PNI. O &Nlise modernizado continuamente, tanto
para ofertar novos imunobioldgicos custo-efetivoso para implementar e fortalecer novos
mecanismos e estratégias que garantam e amplieressa da populacdo as vacinas
preconizadas, especialmente dos grupos mais vukisrdtualmente, o PNI disponibiliza 43
produtos, entre vacinas, soros e imunoglobulinasexfsténcia do PNI possibilitou a
manutencdo da aquisicdo centralizada de vacinag, medida que constitui instrumento
importante para a promoc¢ao da equidade, possitdlitague 0s municipios com menor
estrutura cumpram exatamente o0 mesmo calendarinayague os municipios estruturados.
Ao completar 40 anos, o PNI comemora uma histéeacdnquistas e reafirma seu
compromisso de resposta, cada vez mais qualifiGatanovos desafios na area das doencas
(JUNIOR, 2013).

A politica de utilizagdo das vantagens econdmicasomentes do mecanismo de
compra centralizada, combinada com o esforco pe&serd/olvimento tecnoldgico da
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producdo nacional, tem possibilitado a rapida ipe@acdo de novas vacinas, como
aconteceu, recentemente, com a vacina oral paavimeg humano (2006), a vacina
pneumocécica 10 valente (2010), a vacina meningoade (conjugada) (2010), vacina para
Haemophilus influenzatgpo b (conjugada) (2012) — e a vacina contralepuaelite inativada
(2012) e as vacinas combinadas pentavalente (DTPHHB— vacina adsorvida difteria,
tétano, pertussis, hepatite B (recombinante). Aneapentavalente também é distribuida pelo

Programa Nacional de Imuniza¢Bes para a vacinagaipalos indigenas.

1.2 Vacinas combinadas

As vacinas combinadas destinam-se a proteger conas ou mais doengas ou contra
uma doenca causada por diferentes cepas do mesgamissno. Portanto, as vacinas
combinadas apresentam dois ou mais organismos, \ovganismos inativados ou antigenos
purificados, combinados pelo produtor ou misturaidosdiatamente antes da administracéo
pelo aplicador (OMS, 2012b).

O desafio para o desenvolvimento e a introducaovdemas combinadas em grande
parte deve-se ao potencial de interacdo antigéaicae poderia reduzir a imunogenicidade
e/lou a eficacia em comparacdo com vacinas de mesmoplexidade de combinacdes e
vacinas monovalentes. No entanto, o comprovadossacgo uso de vacinas que possuem
muitos antigenos em uma Unica injecao torna prov@ue os desafios de interferéncia sejam
superados e que as vacinas com combinagfes majdes@s se tornem mais frequentes
(ANDRE, et al., 2008, ARISTEGUI, et al., 2003, DEER, 2001, DECKER et al., 2008).

Dentre as vantagens dessas vacinas encontramessihildade de reducéo do custo
do processo e de aumento da adesdo da populagéiésatia reducdo no niumero de injecbes
necessarias e da dor experimentada por criangagesj adolescentes, além da diminuigdo do
namero de idas aos servicos de saude (EDWARDS,, IPE2HICHERO, 2000). Desse
modo, menos vacinas serao necessarias para sggurotantra mais doencas, aumentando
assim a aceitacdo dos programas de imunizacdo,oppiidlico em geral e médicos. Esses
fatores impulsionardo a eficdcia e o sucesso dogrgmas de imunizacdo, aumentando a
cobertura vacinal (EMA, 1998).

As vacinas combinadas passam por extensos testssdamaprovacao por Agéncias
Reguladoras Nacionais (ARNS), para assegurar quaaalitos sd0 seguros, eficazes e de
qualidade aceitavel (OMS, 2014d)
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A inclusdo de novos antigenos a uma vacina comajniadxistente, garante inicio de
alta cobertura de imunizacédo, através do aumentaddado da populacdo (ANDRE, et al.,
2008, ARISTEGUI, et al., 2003, DECKER, 2001). Ndagro, é importante garantir que a
seguranca, imunogenicidade e eficacia da admigé&iraombinada de varios antigenos se
comparem favoravelmente com a administracdo dasmasmanonovalentes (EDWARDS,
1994, PICHICHERO, 2000, OBARO, 2003).

Como exemplo o uso do adjuvante, sua concentragioeza precisam demonstrar
compatibilidade com os componentes da vacina cadbie devera ser aprovado pela ARN.
A concentracdo de aluminio é geralmente super®wrvaeainas combinadas do que em vacinas
monovalentes, devido algum componente da vacigarj@ré-adsorvido em aluminio durante
a formulacdo com os outros componentes, ndo poderceder a 1,25 mg/ dose (OMS,
2012b).

Em vacinas combinadas, a presenca de mais de upoocemte, muitas vezes provoca
uma interagcdo, que conduz a uma diminuicdo ou umento de uma resposta aos
componentes individuais, em relacdo ao componegpecéico quando é administrado
sozinho. Tais interacfes sdo muitas vezes de matumainologica, mas problemas tambéem
podem ser causados pelas interacdes quimicascasfishtre os diferentes componentes da
vacina (EMA, 1998).

As desvantagens das vacinas combinadas podem a@mento da reatogenicidade
através de carga excessiva de endotoxina e toxdidejmunogenicidade, através da
competicdo antigénica e supressao do epitopo; diErastabilidade com menor validade
(EMA, 1998).

A vacina combinada mais recente introduzida peld B protege de doencas
transmitidas por diferentes agentes foi a pentat@l€DTP/HB/Hib). A vacina combinada
pentavalente reine em uma s6 dose a protecdo cointta doencas (difteria, tétano,

pertussisHaemophilus influenzapo b e hepatite B).

1.2.1 Difteria

A difteria € uma doenca contagiosa, exclusiva desséumanos, que acontece
predominantemente em criancas nas fases pré-eseokscolar. A difteria trata-se de
toxinfeccédo causada pela exotoxina produzida @Geiynebacterium diphtheriaeim bacilo

aerébico Gram-positivo, pleomdérfico, imovel e nawniador de esporos. O periodo de
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incubacdo costuma ser de um a seis dias, podendgaaise. A transmissao ocorre pelo
contato direto com a pessoa doente ou com portmdssntomaticos da bactéria, atraves de
goticulas eliminadas pela tosse, pelo espirrofalag ou pelo contato com as lesGes cutaneas
(MOKROUSOV, 2009).

O numero de casos de difteria notificados no Bragdm decrescendo
progressivamente, fundamentalmente em decorrémciaudhento da utilizacdo da vacina
DTP. Em 1980 foram notificados 4646 casos; em X6 notificados 640 casos. A partir
de 2004, o numero de casos nao ultrapassou 30npoMa entanto no ano de 2010 foram
confirmados 33 casos da doenca em todo o paisaassento foi associado a ocorréncia de
um surto de difteria no Estado do Maranhdo. Em 202013 nao foram confirmados casos
da doenca (SES-SC, 2013).

1.2.2Tétano

O tétano é uma doenca aguda, ndo contagiosa, eapstmClostridium tetani um
bacilo anaerébio Gram-positivo, encontrado sobremdode esporo. Os esporos podem ser
encontrados em espinhos e pequenos ramos de plargges, latas enferrujadas e sujas de
terra ou areia contaminada, instrumentos de laveurgulhas de inje¢do. Essa bactéria faz
parte da microflora intestinal de alguns animaesde frequentemente encontrada em areas
contaminadas por fezes, podendo ocorrer tambémusnarios (CDC, 2000, RHEE et al.,
2005). Os sintomas clinicos sado causados peladg&xotoxina (tetanospasmina), liberada
pelo bacilo no local da porta de entrada da infecg& doenca pode ser localizada ou
generalizada e caracteriza-se por rigidez e esgadosmusculos esqueléticos (CDC, 2000).

A distribuicdo epidemiolégica permite definir que tétano € cosmopolita e
considerado um das doencas infecciosas de maietalidade. Sua incidéncia est4 associada
as condi¢des socioecondmicas e a cobertura vatanabdpulacdo, sendo um grande problema
de satde publica para muitos paises subdesenveldi@difrica, Asia, Oceania e América
Latina (ROPER et al., 2007).

No Brasil, o nUmero de casos de tétano ja redueidat4%, devido a vacinacdo de
rotina e ao reforco na imunizagdo dos chamadosogriuge risco, como agricultores,
trabalhadores da construcéo civil e aposentadoA8BR 2012b).
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1.2.3 Pertussis

A pertussis, também conhecida por coqueluchiena doencga infectocontagiosa aguda
que compromete o aparelho respiratério (traqueidr@quios) e se caracteriza por
paroxismos de tosse seca. A doenca é transmitidabpetériaBordetella pertussjgjueé um
bacilo gram-negativo, aerdbio, ndo esporulado, ghéwequeno, provido de capsula (formas
patogénicas) e de fimbrias (BRASIL, 2012c).

A transmissao ocorre pelo contato direto com imhligs sintomaticos, por meio de
secrecdes do trato respiratorio - goticulas deegéoreliminadas por tosse, espirro ou durante
a fala. Os primeiros sintomas geralmente apareeemD dias apds a infeccdo, e os sinais e
sintomas variam com a idade, condicdo vacinal epdedecorrido desde a ultima dose da
vacina (SES-SP, 2011).

A coqueluche é uma importante causa de mortalidadatil em todo o mundo e
continua a ser um problema de saude publica, mesmuaises com alta cobertura vacinal. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que é8,2ferca de 16 milhdes de casos de
coqueluche ocorreram em todo o mundo, dos quais &h%aises em desenvolvimento, e
cerca de 195000 criancas morreram da doenca (O013a2.

Os numeros de casos notificados no Brasil até a&®&ana epidemioldgica de 2011
foram 1975 e confirmados 583 casos de coqueluchgar®) dos quais 76,3% em criangas
menores de um ano, sendo 88,3% dos casos em sri@eg@res de seis meses.

1.2.4 Meningite, otite, pneumonia, epiglotite- Haemophilus influenzae tipo b — Hib

A cepa deHaemophilus influenzatpo b, responsavel por doencas graves causadas
como meningite, pneumonia, otite (infeccdo do oolyigdpiglotite (pode causar morte por
sufocacdo), pericardite (inflamacdo da membranaeqwelve o0 coracdo) e artrite séptica
(uma doencga que afeta as articulacddg).era a causa mais comum de meningite bacteriana
nas criangas com idades entre os dois meses amws amos. Uma crianga em cada 20 com
meningite pode morrer e incapacidade séria aosogesurdez ocorre em cerca de 15 por
cento dos casos (GRANOFF & CATES, 1985). As vacitagugadas de polissacarideos-
proteinas fazem parte de uma nova classe de vagla®ejadas para imunizar criancas
contra doencas causadas por bactérias cuja viral@sta ligada a presenca de cpsula de
polissacarideos extracelulares. Isto inclui a cé@alaemophilus influenzaépo b. Estes
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conjugados foram avaliados em criancas e todosnaeeira efetiva elevaram a resposta
dependente da célula T. Desse modo demonstrourseaolente que as vacinas Hib sao
capazes de induzir imunidade de protecdo nos greiaoi®s mais suscetiveis isto €, criancas
nos primeiros dois anos de vida (POOLMAN, 1990).

1.2.5 Hepatite B

A Hepatite B é uma doenca causada pela infeccaords da Hepatite B (HBV), um
virus de DNA, da familiddepadnaviridae As particulas virais infecciosas e nao infec@osa
de forma esférica e particulas néo infecciosa®dad flamentosa produzidas pelo HBV sao
encontradas no soro de individuos infectados. Aade esféricas completas, denominadas de
particulas de Dane possuem uma estrutura complaaposta de um nucleocapsideo
icosaédrico coberto por um envoltério externo eesgmtam tamanho de 42 nm (Figura 1). O
envoltorio externo contém proteinas antigénicas apmsstituem o antigeno de superficie do
virus da hepatite B (HBsAg) (DANE, et al., 1970)p@lipeptideo HBsAg recombinante tem
um peso molecular de 24/ 27 kDa e encontra-selaim®ino sangue na forma de particulas

incompletas de 22 nm esfeériaas tubularesJEZEK, et al., 2009).

Figura 1: Figura representativa da particula do HBV. GenbiN&, Polimerase e as proteinas do
HBsAQ: pequena (S), média (S + Pré-S2) e grandeR®-S2 + Pré-S1).

_~— Proteina de superficie pequena (S)
. Proteina de superficie média (S + Pré-S2)

. % Proteinade superficie grande (S + Pré-S2 + Pré-s1)

DNA

- DNA Polimerase

Fonte: www.hepcentro.com.br/images/HBV.gif
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O gene HBsAg foi inserido em células de levedurate enamiferos, por meio de
vetores de expressdo adequados. A expressao deranttm varias espécies de levedura
como Saccharomyces cerevisiae, Hansenula polymomphaPichia pastorise células de
ovario de hamster chinés (CHO) tem sido usado par@ducao de vacinas contra a hepatite
B por mais de 20 anos (OMS, 2010).

A infeccdo pelo HBV afeta principalmente o figadm eeriodo de incubacdo da
hepatite B é de 90 dias (variando de 60-150 diad)e as pessoas com idad® anos, 30% a
50% irdo desenvolver sinais e sintomas durantdexg@o aguda. Em criancas <5 anos e
adultos imunocomprometidos, a infec¢cdo aguda poY ldBnormalmente assintomatica. O
indice de letalidade geral de hepatite B aguda @pdeximadamente 1%. A hepatite B aguda
progride para infeccédo crénica por HBV em 30% a % pessoas infectadas, como bebés
ou criancas pequenas e em <5% das pessoas infectadmte a adolescéncia ou na idade
adulta. A infeccdo crbnica pelo HBV pode resultar @oenca crbnica do figado, incluindo
cirrose e cancer de figado (CDC, 2013).

1.2.5.1 Epidemiologia da hepatite B

A OMS calcula que mais de 240 milhdes de pessdas esonicamente infectadas e
em risco de doenga grave e morte, principalmentelecorréncia da cirrose hepatica e do
carcinoma. Cerca de 600.000 pessoas morrem todmsogsdevido as consequéncias agudas
ou cronicas da hepatite B (OMS, 2014b).

A infeccdo pelo HBV exibe padrdes de alta, médiaaxa prevaléncia distribuida

mundialmente (Figura 2).
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Figura 2: Distribuicdo Mundial HBsAg. Mapa mostrando em velimea alta prevaléncia de infec¢éo
cronica pelo virus da hepatite B, em azul interdéglie em verde baixa prevaléncia de Hepatite B no

mundo.

Endemicidade HBsAg I L

B Acimade8 % —Alto
B 2% -8 % - Intermediirio
B Abaixo de 2 % - Baixo

Fonte: Organizagdo Mundial da Saude, 2012a

Nas regides de endemicidade elevada, Africa, Stel@esatico, Sul da China, Bacia
Amazonica, e Alasca, 8 a 20% da populacdo é podat infeccdo e 70 a 90% ja tiveram
contacto com o virus. Nas regiées de endemicidaéifianOriente médio e Subcontinente
Indiano, 2 a 7% da populacdo € portadora do vemguanto nas regides de baixa endemia,
Europa Ocidental, América do Norte e Australiayevpléncia de portadores é inferior a 2%.
Nas regides de média e baixa endemicidade a irdeafgia, sobretudo, os adolescentes e
adultos jovens (CASTRO, 1999MS, 2012a, OMS, 2014b).

No Brasil, a regido Nordeste é considerada arebadea endemicidade, as regides
Centro-Oeste, Norte e Sudeste sao de endemicidedenediaria, ja a regido Sul, Amazonia
Legal, estado do Espirito Santo e a regido Oestst@dalo de Santa Catarina sado consideradas
de alta endemicidade (Figura 3) (BRASIL, 2013).

No periodo de 1999 a 2011, foram notificados 12D @&kos de hepatite B no Brasil,
onde 14.000 casos e 500 mortes séo registrad@nparo pais (BRASIL, 2013).
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Figura 3: Taxa de incidéncia de casos hepatite B (por 10th@b@dantes) segundo regiéo de

residéncia por ano de notificagdo. Brasil, 1999H12
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Brasll Torte —lordecsie Sudeste Sul —Ceriro-Oesie

Fonte: MS/SVS/Departamento de DST, Aids e Hepatltess e IBGE.
Casos notificados no Sinan até 31/12/2011 e deldanao SIM de 1999 até 2011. Dados preliminares.

1.2.6 Vacinacao contra a hepatite B

As vacinas contra hepatite B sdo constituidas gelimeno de superficie do virus da
hepatite B (HBsAQ) que, por sua vez, € produzidodois métodos diferentes: derivados do
plasma ou de DNA recombinante (OMS, 2012a).

Em 1981, foi licenciada a primeira vacina conttepatite B, que consistiu de HBsAg
purificado a partir do plasma de individuos coneagfio cronica por HBV. Em 1986, foi
introduzida a vacina contra hepatite B utilizandaoastecnologia de DNA recombinante que
substituiu a vacina derivada de plasma humano ().

Datas historicas relacionadas a vacinagdo da kepBti utilizando as vacinas

monovalentes e em vacinas combinadas com hepati@Bnostrados no Quadro 1.
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Quadro 1: Principais acontecimentos relacionados a vacinegétra a hepatite B no Brasil.

DATA ACONTECIMENTO

1986 | E introduzida a vacina contsahepatite B produzida através de tecnologia do [
recombinante.

1991 | A QMS recomenda a inclusdo da vacina contra a hepatiproduzida a partir @
particulas nédo infecciosas purificadas do plasmendigiduos com infeccdo aguda p
HBV contendo o HBsAQ) nos programas nacionais acna entra no calendario bas
do Amazonas para menores de um ano de idade.

1992 | A producao por engenharia genética (Endg®ripassa a ser adquirida no Brasil e
parte do calendario basico da Amazénia Legal, Rafaspirito Santo, Santa Catarin
Distrito Federal para menores de 5 anos.

1994 | A oferta éampliada aos profissionais de saude do setor mrjviadmbeiros, policiais
militares, estudantes de medicina, odontologisramigem e bioquimica.

1995 | A vacina contra a hepatite B € implantada istrii» Federal para menores de um dep
idade.

1996 |O Instituto Butantan desenvolve um projeto e in&iroducao industrial por engenh:
genética; Redefinicdo das recomendacfes para aagdc contra a hepatite
Ampliacdo da oferta da vacina contra a hepatiteud ppda a populacdwasileira meng
de 1 (um) ano de idade, com excec¢do dos estadésndadnia Legal, Espirito San
Santa Catarina, Parana e Distrito federal, ondéedaopassa a ser aos menores d
anos de idade. A efetivacdo dessas novas reconi@slagenas acontece em 1998.

1997 | hicia a implementacéo, conforme as recomendacdesdds em 1996; campanhas
vacinagdo contra a hepatite para odontologos, &stesl de odontologia e escolareg
iniciativa para a vacinacao Infantil define um plasstratégico para controle globg
efetivo da hepatite B mediante a implementacaovadasas em todas as regides
2005.

2000 | A oferta éampliada para menores de 20 anos, gradativament2088 em todo o P4
(30% em 2001, 30% em 2002 e 40% em 2003).

2011 | A oferta é ampliada para o grupo etario da 28 anos

2012 | A oferta € ampliada para o grupo etario de 25 ar2.
A partir de agosto de 2012 o Ministério da Saude t@ra o calendario ksico dg
vacinacdo da crianca com a substituicdo da vacinattavalente (DTP+Hib) pela
vacina Pentavalente que previne contra difteria, t@no, pertussis, hepatite B
meningites causadas pelddaemophilus influenzae tipo b e, com a introducédo d4
vacina inativada poliomielite que protege contra g@oliomielite.

Fonte: Brasil, 2003, 2012a

As vacinas contra a hepatite B estdo indicadasod®af universal para todas as
criangas, adolescentes e adultos pertencenteswgmssgle risco: politransfundidos, pacientes
submetidos a dialise, profissionais da saude, ctarttes domiciliares com portador crénico,
parceiro sexual de portador cronico, usuarios @gak injetaveis, pessoas de vida sexual
ativa e imigrante de areas endémicas (CDC, 2002a).

Os recém-nascidos de qualquer peso ou idade gesthadevem ser vacinados nas
primeiras 12 horas de vida para prevenir a trarsfunigertical. O esquema vacinal é de zero,
1 e 6 meses (BRASIL, 2004). Algumas popula¢gdes comumocomprometidos, portadores
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de insuficiéncia renal em programas de hemodiélialyuns bebés prematuros, devem fazer

uso de esquemas especiais (OMS, 2006).

As vacinas contra a hepatite B tém eficacia de 80¥0% em prevenir a infeccédo
naqueles individuos que recebem o0 esquema completovacinacdo (AMERICAN
ACADEMY OF PEDIATRICS, 2000, CDC 2002a, WONG, et, d1985). Entretanto, com a
idade, ocorre queda da imunogenicidade e aos 6§, apcoximadamente, apenas cerca de
75% dos vacinados desenvolvem anticorpos protet@ggitulos de anti-HBs considerados
protetores sdo superiores a 10 mUl/mL (CDC, 2002b).

Atualmente existem vacinas contra hepatite B moleot@s e combinadas com outros
antigenos. As combinadas sdo DTP-HepB, DTP-HepBbt HepB-Hib, contra Hepatite B
com a vacina poliomelite inativada (IPV) e a hepati e B (OMS, 2014c).

1.2.7 Caracteristicas das vacinas combinadas pentavalent@TP/HB/Hib)

O Ministério da Saude (MS) adquiriu a vacina coratiam Pentavalente de dois
laboratorios produtores, Novartis/Berna e Serurtitiiis of India Ltda. As vacinas adquiridas
sdo compostas por: toxéides de difteria e tétanspensao celular inativada Berdetella
pertussis antigeno de superficie do virus da hepatite B s¢iB, e oligossacarideos
conjugados delaemophilus influenzado tipo b.

Estudos realizados com a vacina demonstraram raliadgenicidade, com taxas de
soroprotecado equivalentes as da vacina de refer@Botretanto, para garantir a imunidade a
meédio e longo prazo, € necessario que seja feaggaema completo de vacinacéo, incluindo
refor¢o, conforme as normas do PNI. A aplicagdmmutscular da vacina adsorvida difteria,
tétano, pertussis, hepatite B (recombinantdjaemophilus influenzaépo b (conjugada)
estimula a producéo dos respectivos anticorposeritanto, os reforcos sdo necessarios e sao
realizados de acordo com o calendario basico dmgai (Quadro 2). Todas as vacinas

cumprem os requisitos preconizados pelas normeisisf(BRASIL, 2012a).
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CALENDARIO DE VACINAGAO INFANTIL
COMO ERA I_ COMO FICA
[iIDADE VACINA DOSE IDADE VACINA DOSE
Ao BCG-ID DcEe Unica A BCG-ID Dose Unica
Hepatite B 1? dose Hepatite B 1 dose
1 més Hepatite B 27 dose
Tetravalente (DTP+Hib) Pentavalente (DTP+Hib + HE)
2 meses \.-’ac::na oral pofiomie!ile 17 dose 2 meses Vac?na pciiomielil_e inativada 19 dose
\Vacina oral Rotavirus Humando Vacina oral Rotavirus Humando
\Vacina pneumocdcica 10 Vacina pneumococica 10
3 meses Vacina meningocécica C 1° dose 3 meses Vacina meningocécica C 1* dose
Tetravalente (DTP+HIb) Pentavalente (DTP+HIb + HB)
F— Var:fna oral pohor.nle!tle 2% dose A eRes Vac?na poliomiglite inativada 2% dase
Vacina oral rotavirus humano Vacina oral rotavirus humano
Vacina pneumcocica 10 Vacina pneumcocica 10
5 meses Meningocécica C 2% dose 5 meses IMeningocécica C 2" dose
HepatTleB
B rieas Vacina Oral Poliomielite 3% dose § mdses Pentavalente (DTP+Hib + HB) 3 dase
Tetravalente (DTP+Hib) Vacina Oral Poliomielite
Vacina pneumocdcica 10 Vacina pneumococica 10
9 meses Febre Amarela Dose Inicial 9 meses Febre Amarela Dose Inicial
5 s Trip?ice viral — 1? dose — Trip!ice viral — 1* dose
Vacina pneumocdcica 10 Reforgo Vacina pneumococica 10 Reforco
Triplice bacteriana (DTP) 1° reforgo Triplice bacteriana (DTF) 1° reforgo
15 meses \Vacina oral poliomielite Refargo 15 meses Vacina oral poliomielite Reforco
Meningocécica C Meningocacica C
Triplice bacteriana (DTP 2° refor Triplice bacteriana (DTP 2° refor
#anas Triglice viral o > dosgo Aenos Triglice viral o 2 aosf,o
Uma dose a caaal Uma dose a cada oeg]
10 anos Febre Amarela dez anos 10 anos Febre Amarela anos
Campanhas Naclonais para Criang
Menores de 5 anos  |Vacina oral de poliomiente Menores de 5 anos  [Vacina oral de polomiente
Has Ka7, meses Vacina Influenza (gripe) Be Bi imeses: o Vacina Influenza (gripe)
menores de 2 anos menores de 2 anos

Fonte: BRASIL, 2012a

A vacinacédo basica das vacinas combinadas comtavaéente consiste na aplicacao

de 3 doses, com intervalo de 60 dias (minimo ddi&§), a partir de 2 meses de idade. Os

dois reforcos necessarios realizados com a vacih@ Qlifteria, tétano e pertusgisO

primeiro reforgco aos 15 meses e o segundo entré 4res 11meses e 29 dias. Ressalta-se

que fara parte deste esquema, para os recem-rasgigdomeira dose nas primeiras 24 horas,

preferencialmente nas primeiras 12 horas, com @aacontra hepatite B monovalente
(recombinante) (BRASIL, 2012a).

1.2.7.1 Composicdo e apresentacdo das vacinas combinadasnfggalente com o
componente da hepatite B (DTP/HB/Hib)

As vacinas combinadas sdo em suspenséo injetanedesgpada em frasco monodose

contendo 0,5 ml, conforme Quadro 3.
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Quadro 3: Composicéo e apresentacdo das vacinas combinauasagente (DTP/HB/Hib)

LABORATORIOS

COMPOSICAO

PRODUTOR A

suspenséo injetavel de 0,5 ml

Toxoide purificado de difteria .2. 7,5 Lf (nao inferior a 30 IU)

Toxoide purificado de tétano ...2.3,25 Lf (nao inferior a 601U)

B. pertussis inativado ............... 2.15 Oy, (nao inferior a 4 1U)
Oligossacarideos Hib................. 0O conjugados para aproximadame)
25ug de CRM 197

Antigeno de superficie da hepatite B (rDNA)..10ug

Fosfato de aluminio (adjuvante) ...0,3 mg°Al

Excipientes: Cloreto de sédio 4,5 mg e agua pjegan

Pode conter tragos de timerosal como residuo doepso de producéo ¢
vacina

nte

ja

PRODUTOR B

suspenséo injetavel de 0,5 ml

Toxoide diftérico..................... <.25 Lf (=30 UI)
Toxoide tetanico .................... 2.2,5Lf =40 Ul)
B. Pertussis (de célula inteira3.16 OU, (> 4,0 UI)
HBSAQ (IDNA).....cooiiiiiiieeeiiiiiiiiee s = 10 mcg

Polissacarideo capsular purificado de Hib (PRP)ugado com o toxoids
tetanico (proteina transportadora).....10mcg
Adsorvido em fosfato de aluminio, Al< 1,25 mg e Conservant

D

D

Timerosal............. 0,005%

A vacina pentavalente contém na apresentacao exadie difteria e tétano, suspensao

celular inativada deBordetella pertussis(DTP), antigeno de superficie de hepatite B

(HBsAQ), e oligossacarideos conjugadodHdemophilus influenzago tipo b-Hib, antigenos

que estimulam a producdo dos anticorpos contraeapectivas doencgas. Os toxdides

diftéricos e tetanicos sao preparados a partirtdeisias produzidas pelo crescimento da

Corynebacterium diphtheriae@ Clostridium tetani respectivamente. As caracteristicas e

composicdo antigénica dessas vacinas a base deldog@o baseadas em evidéncias de

protecdo e livres de reacgOes inesperadas no ghupopara qual a vacina se destina
(FARMACOPEIA EUROPEIA, 2012).

1.3 Controle da qualidade de vacinas

A expressao “Controle da qualidade” refere-se @&esagelacionadas com a medicdo

da qualidade, para avaliar se 0s requisitos es&®y gespeitados para a finalidade a que se

destina. O controle da qualidade de vacinas ézeshli pelo laboratorio produtor e deve

obedecer a critérios padronizados, estabelecidasQidS (Organizacdo Mundial da Saude).
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Apés aprovacdo em testes de controle do laboraimealutor, cada lote de vacina é
submetido a analise no Instituto Nacional de Cémtde Qualidade em Salde — INCQS,
criado em 1981, orgdo responsavel pelo controleqaaidade das vacinas usadas no
Programa Nacional de Imuniza¢ces — PNI, Brasil.

Em produtos combinados, a eficicia e a segurangzadi® componente devem ser
avaliadas separadamente e na sua forma final attevénsaios de controles da qualidade. A
poténcia de cada componente isolado ndo pode derida pela interagdo com 0s outros
componentes, devido o comprometimento da eficadd®A( 1997). Todavia, 0
desenvolvimento de testes de controle de qualidaata vacinas combinadas com o
componente HBsAg tem sido limitado por interacGessperadas entre componentes da
vacina, como o0s adjuvantes, excipientes, falta ddrgmizacdo e ensaios de poténcia
validados. Diferentes métodos, como de propriedtides-quimicas e bioldgicas sdo usados
para avaliar a poténcia do componente HBsAg, oaande diferentes produtores. Esses
ensaios podem ser usados sozinhos ou em paraledoopaontrole da consisténcia de
fabricacdo, formulacdo e avaliacdo do produto f(SdMON et al., 2003, DUTTA, et al.,
2009). Requisitos farmacopéicos para os multiplos compesede vacinas fornecem um
ponto de partida para o estabelecimento de ensai® o de poténcia. Entretanto, mesmo
guando um ensaio encontra-se estabelecido, algstestpodem perder seu poder preditivo
quando aplicados a combinacdo de vacinas surgindecassidade de nova avaliagdo,

padronizacao e validacéo destes.

De maneira geral, as vacinas sao avaliadas pastest seguranca (esterilidade,
toxicidade e Pirogénio ou endotoxina bacterianagfieacia (Identidade, estabilidade e

poténcia).

1.3.1 Avaliacéo da poténcia para o componente da hepatit

Com a introducdo da vacina contra hepatite B, rasiBrem 1981, a metodologia in
Vivo preconizada nas normas oficiais para avaliat@@oténcia passou a ser utilizada pelo
INCQS. Entretanto, em funcdo do grande numero dmaas requerido e do sofrimento
causado em testes laboratoriais, a reavaliacaotilizagio de animais nos experimentos

passou a ser tendéncia mundial. A partir da crideadiversas instituicdes, com o objetivo de
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desenvolver e validar novos métodos com impleméntaggulatéria de testes alternativos em
diversos paises, a fim de legalizar e harmoniascodos animais surgiu um novo paradigma
internacionalmente reconhecido chamado de 3Rs (8EHMAN, 2002; MEYER, 2003).

O paradigma 3Rs é assim denominado em funcédo @asaisnem inglés, de seus
principais objetivos: 1) reduca®&kéduction, 2) refinamento Refinemente 3) substituicdo
(Replacement que significa a reducdo de animais utilizadospeaquisa, a melhora na
conducao dos estudos, no sentido de reduzir arsarito e a busca de métodos alternativos
gue venham substituir os testewvivo (DIPASQUALE & HAYES, 2001).

Na reducédo da variabilidade, duracdo e custosdiestele poténcia em animais para a
avaliacdo do antigeno de superficie da hepatiteBBAg em vacinas, alguns produtores tem
desenvolvido metodologian vitro baseado em ensaio imunoenzimatico — ELISA para a
avaliacdo da poténcia (COSTA, 2011; OMS, 2009)e&smnsaios sdo produto-especifico
utilizando kits comerciais oin housepara a deteccdo do HBsAg nas amostras de vaanas d
lotes finais.

1.3.2Enzyme linked immunosor bent assay — ELISA

O método imunoenzimatico do tipo ELISA é sensigspecifico, de elevada precisao
e exatiddo, desenhado para facilitar o estudo de gnamde numero de amostras
simultaneamente. O principio basico da reacéo densaio ELISA esta na propriedade das
proteinas (os anticorpos ou antigenos) serem fantenadsorvidos a superficies solidas,
dentre elas, as plasticas. Assim, a partir do mtongne um dos compostos (anticorpo ou
antigeno) encontra-se imobilizado, a separacae @strcompostos que se ligaram e os que
estdo livres pode ser feita por sucessivos prosedsolavagens da placa (Figura 4). O
resultado de um ensaio do tipo ELISA é uma reagdimagénica que pode ser avaliada pela
simples observacdo ou por espectrofotometros dmoeaci (TIJSSEN, et al.,1993;
MARTINEZ et al.,1999).



Figura 4: Representagéo esquemética do ensaio ELISA tipa&dre
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2 JUSTIFICATIVA

A crescente pressao para substituir os engaieivo por métodos alternativos tem se
expandido e se tornando realidade de ambito gvadatiundialmente. No controle de
qualidade dos imunobiolégicos pelo orgdo de coatnalcional, o INCQS, essa substituicdo
do in vivo para oin vitro encontra-se implementado para alguns ensaios d¢agende
desenvolvimento para os demais.

O refinamento das metodologias alternativas coransaioin vitro para avaliacao de
poténcia pode contribuir ndo sé para o conhecimelocomportamento das vacinas
combinadas dos diferentes produtores, na avaldggwmténcia do componente HBsAg, como
também um futuro estabelecimento do ensaio de gatéas vacinas pentavalente, apos a
validacdo. Essa padronizacdo satisfaz as atividddedesenvolvimento de validacdo de
métodos alternativos ao uso de animais realizado INNGQS com reconhecimento
internacional (ALTWEB, 2010).

Considerando a necessidade do continuo aperfeippame planejamento do
Programa Nacional de Imunizacbes-PNI, para a iogé&d das vacinas combinadas
pentavalente com o componente da hepatite B (DT,eHHepatite B), no calendario de
vacinagao brasileiro; existe a necessidade da deacontrole de qualidade desses novos
produtos pelo INCQS, antes da liberacdo para alagiw através do PNI.

O ensaio de poténcia in vitro para avaliagdo dopmrante HBsAg, nas vacinas
monovalentes, foi implementado como ensaio de aatimn INCQS desde 1997. Entretanto,
nao existe ensaio de poténcia para avaliacdo dpauwente HBsAg nas vacinas combinadas,

sendo muito importante esse estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

Avaliar a poténcia do componente da hepatite Bvaasas combinadas pentavalente
(DTP/HB/Hib) de diferentes produtores.

3.2 Objetivos especificos

Padronizar metodologia através do uso de praiscobm diferentes parametros

(curva de calibracao e limite de quantificacao);

analisar a possivel necessidade de um pré-tratarda retirada do adjuvante fosfato

de aluminio, nas vacinas combinadas;

avaliar a estabilidade das vacinas atraveés dacsib de estresse induzida por alta

temperatura,;

avaliar a interferéncia dos componentes diftetédano, pertussis elaemophilus
influenzadipo b na avaliagdo do componente HBSAQ;

avaliar a poténcia do componente da hepatite Bsftg) através da metodologia

Vivo;

comparar os resultados de poténcia obtido comsoade kits comerciais de diferentes

fabricantes na deteccao do antigeno HBsAg em aaciombinadas.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras de vacinas selecionadas para o estudo

4.1.1 Avaliacao da poténcia pelo métodm vitro

Amostras de vacinas combinadas pentavalente coaompanente HBsAg da vacina
contra a hepatite B, produzidas por dois diferemexiutores foram codificadas como
amostras do produtor A e produtor B.

Um total de dezessete amostras dos dois produtomasazenadas de 2°C a 8°C foram
selecionadas para o estudo proposto. Oito lotesmfgeroduzidos pelprodutor A (lotes
1622/12; 1623/12; 1624/12; 3481/12; 4176/12; 41Z8M014/13 e 1015/13) e nove lotes
produzidas pel@rodutor B (lotes 3027/12; 3032/12; 3585/12; 4181/12; 102001R23/13;
1399/13; 1402/13 e 2152/13).

4.1.2 Avaliacao da poténcia pelo métodm vivo

Para avaliacdo da poténdravivo foram utilizados dois lotes de vacina (1622/12 e
1623/12) produzidos pelo produtor A.

4.1.3Estudo de estabilidade (estresse 60°C por 7 dias)

Foram utilizados dois lotes de vacina do produtqiotes 1624/12 e 4178/12) e trés
lotes de vacina do produtor B (lotes 3027/12; 3032/ 3585/12).

4.1.4Vacina monovalente usada para eleicdo do lote de craa de referéncia interna
para as amostras dos produtores A e B

Como nao existe um padrdo de referéncia internakjmara avaliacdo da poténcia do

componente HBsAg nas vacinas contra a hepatiteelddd as diferencas de producéo, foi
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selecionado inicialmente um lote de vacina monawaléote 3529/01). Essa amostra de lote
de vacina contra a hepatite B selecionada foi midduatravés da expressdo do antigeno
utilizando a levedurddansenula polymorphamesma levedura utilizada na producdo das
vacinas contra a hepatite B usadas nas vacinaavadegrite. Esse lote 3529/01 que contém em
torno de 20 pg/ mL do antigeno HBsAg foi usado peekecionar dois outros lotes de

amostras de vacinas pentavalente para serem usaaosreferéncia interna para as amostras

de vacinas dos produtores A e B.

4.1.5Avaliacdo da interferéncia dos componentes difteria tétano, pertussis e

Haemophilusinfluenzae tipo b na poténcia do componente HBsAg

Foram utilizados dois lotes de amostras de vaaioasbinadas sem o componente
HBsAg (lotes 785/12 — DTP + HIB e 1325/12 — DTR)ogs lotes com o componente HBSAgQ
(lotes 1623/12 e 4181/12).

4.2 Kits comerciais utilizados na avaliagdo da poténcipela metodologiain vitro ein

Vivo

Para a avaliacdo da poténcia dos componentes HBs&gamostras de vacinas
pentavalente foram realizados ensaios do tipo ELI&Aram selecionados trés kits
comerciais, sendo dois kits para detec¢do do attigsAg através da metodologmvitro
e um kit para deteccdo do anticorpo contra o HBs&gndo o soro dos camundongos

inoculados com as vacinas, pela metodologiavo.

4.2.1 Metodologiain vitro

a) Kit comercial Murex HBsAg versao 3 — LaboratorioABBOTT
O kit comercial murex contém microplacas de 96 po@vestidas com anticorpos
monoclonais de camundongo e anticorpo de cabrahBsAg marcado com peroxidase de

rabano (conjugado).
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b) Kit comercial Enzygnost HBsAg — Laboratério DADEBHERING
O kit comercial enzygnost contém microplacas dep®86os revestidas com uma
mistura de anticorpos policlonais de ovelha, aiiBs monoclonal conjugado com Biotina

(conjugado 1) e estreptavidina conjugada com pdase (conjugado 2).

4.2.2 Metodologiain vivo

a) Kit comercial Enzygnost Anti — HBS I
O kit comercial Anti-HBS Il para deteccdo do antmm anti-HBSAg contém
microplaca de 96 pocos revestidas com HBsAg indti&ubtipo ad e ay) isolado de sangue

humano.

4.3 Padronizacéo da poténcia do componente da hepatiBe(HBsAgQ) pela metodologia

in vitro

Para padronizacdo dos ensaios de poténcia dos oemtps HBsSAg nas amostras de
vacinas pentavalente selecionadas foram desenwgslypidtocolos com diferentes parametros
de avaliacdes, conforme Anexo 1.

4.3.1Avaliacdo da interferéncia do adjuvante fosfato dealuminio na avaliacdo da
poténcia

Para avaliacao da possivel interferéncia do adjeviasfato de aluminio na avaliacao
da poténcia, lotes de vacinas do produtor A forabmeetidos inicialmente ao pré-tratamento

de dissociacado do adjuvante fosfato de aluminio.
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4.3.1.1 Pré-tratamento das amostras para dissociagdo do adjante fosfato de aluminio

Foram utilizadas solucdes de Dietanolamina (DEAijtom X-100 e PBS e Solucdo
Citrato de Sodio a 20%ara a dissociacao do adjuvante fosfato de alunmiasoamostras de

vacinas dd’rodutor A, como segue:

a) Solucao Dietanolamina (DEA), Triton X-100 e Tamf@o fosfato salino (PBS)

Em tubos do tipo eppendorf foram feitas misturassalemes iguais de 500 pL de
amostras de vacinas selecionadas e solu¢fes dmid do fosfato de aluminio. As
misturas foram incubadas a temperatura ambientetripta minutos e centrifugadas por 10
segundos a 231y, para precipitacdo do aluminio dissociado. Os eswmantes foram

recolhidos e armazenados de 2°C a 8°C, para utgripogAnexo 1, protocolo 2).

b) Solucéo Citrato de Sédio a 20%

Em tubos do tipo eppendorf foram feitas misturassalemes iguais de 300 pL de
amostras de vacinas selecionadas e solucdo decidisdm do fosfato de aluminio. As
misturas foram incubadas a temperatura de 37°Cupw@ noite. Apds a incubacgdo, as
amostras foram agitadas e centrifugadas por 5 osnat2000 rpm, para precipitacdo do
aluminio dissociado. Os sobrenadantes foram refmshe armazenados de 2°C a 8°C, para

uso posterior (Anexo 1, protocolo 3).

4.3.1.2 Diluicdo das amostras de vacinas apo6s dissociacdo ddjuvante fosfato de

aluminio

Os sobrenadantes das amostras de vacinas pentavatiéidos apds a dissociacdo do
fosfato de aluminio foram usados separadamente pesa diferentes diluigdes.
Resumidamente, em um tubo do tipo eppendorf fordiicamados 10QuL do sobrenadante e
900 pL do diluente da amostra (PBS com adicdo de 0,2%ate albumina bovina- BSA)
para obter uma solucédo deud/mL. Em outro tubo do mesmo tipo foram adiciona2@slL
da solucéo de jug/mL e 980uL de diluente da amostra (PBS/ BSA 0,2%) para olnea
solucdo de 20 ng/mL. A partir da concentracdo dedtlL as amostras foram diluidas, em
triplicatas, para obter as concentragdes (0,25;1006e 1,5 ng/mL) para as vacinas em analise
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e nas concentracdes (0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 gpara a vacina de referéncia interna
selecionada.

4.3.2 Diluicbes das amostras de vacinas sem dissociacdo adjuvante fosfato de

aluminio

Para as diluicbes das amostras de vacinas sens@idisdo do fosfato de aluminio
foram adicionados 5(L da vacina homogeneizada e 980do diluente da amostra em tubos
do tipo eppendorf para obter uma solucéo g/rhL. Em outro tubo do mesmo tipo foram
adicionados 2L da solucéo de ug/mL e 980uL diluente da amostra (PBS/ BSA 0,2%)
para obter uma concentracdo de 20 ng/mL. A paatcahcentracdo de 20 ng/mL as amostras
foram diluidas, em triplicatas, nas concentracgzs( 0,5; 1,0 e 1,5 ng/mL) para as vacinas
em andlise e nas concentragdes (0,25; 0,5; 1,62 2,6 ng/mL) para a vacina de referéncia

interna.

4.4 Eleicédo dos lotes de referéncia interna das vacingentavalente dos produtores A e
B

Inicialmente foi utilizado um lote de vacina monkarde (3529/01) produzida em
leveduraHansenula polymorphaom concentragdo de 20 pg/ml, para selecionaotes be
vacinas de referéncia interna para os produtoresBA conforme descrito no item 4.1.4. A
curva de concentracdo das amostras utilizada nesrkirex e enzygnost foram as mesmas
descritas na metodologia implementada para avalidgapoténcia da vacina monovalente
contra a hepatite B, existente no Laboratério deings Virais, INCQS- POP n° 65.3430.033.

Resumidamente, em um tubo do tipo eppendorf fai@uado o volume de 50L da
vacina homogeneizada e 950 do diluente da amostra (PBS/ BSA 0,2%) para obtea
solucéo de Jug/mL. Em outro tubo do mesmo tipo foram adicionad@giL da solucédo de
1pug/mL e 980uL de diluente da amostra para obter uma concemtrde®0 ng/mL. A partir

da concentracdo de 20ng/mL as amostras foram ddluigim triplicatas, nas concentragfes
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(0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 ng/mL) para as vacinas entapafente e nas concentracdes (0,25; 0,5;
1,0; 1,5 e 2,0 ng/mL) para a vacina de referémtexma.

4.4.1DiluicBes utilizadas ap0s eleicdo dos lotes de refacia interna para os produtores
AeB

Os lotes de vacinas eleitos como lotes de vaciaagféréncia interna foram os lotes
1622/12 para @rodutor A e o lote 3032/12 paramrodutor B que apresentaram poténcia
para os componentes HBsAg em torno de 50 pg/mLpegBBL respectivamente.

Em funcéo dos valores de poténcia encontradosgsdi@es eleitos para amostras dos
produtores A e B como referéncias interna serermaacie 20 pg/mL, foi feita uma
modificagdo na diluigdo inicial descrita na metodoh do item 4.4, para obter uma
concentracdo em 20 pg/mL, igual a concentracaarde vacina monovalente de referéncia
interna conforme descrito a sequir:

Para as diluicbes da vacina eleita (lote 1622/t2prddutor A, foram adicionados
em tubo do tipo eppendorf 2L da vacina homogeneizada e 980do diluente da amostra
para obter uma solucéo degud/mL. Em outro tubo foram adicionados @D da solucdo de
1lpg/mL e 980uL de diluente da amostra para obter uma concemtrded®0 ng/mL. A partir
da concentracdo de 20 ng/mL as amostras foramddgduiem triplicatas para uso nos
diferentes kits:

a) No Kit Murex , nas concentracdes (0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 ng/mta pa vacinas

pentavalente em analises e nas concentracdes (0523;,0; 1,5 e 2,0 ng/mL) para

o lote de vacina de referéncia interna e;

b) no Kit Enzygnost, nas concentracdes (2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 ng/mig psa vacinas
pentavalente em analise e nas concentracfes (@;%,,5; 10,0 e 12,5 ng/mL) para

o lote de vacina de referéncia interna.

Para as diluicdes do lote de vacina eleita comeréatia interna (lote 3032/12) do
Produtor B foi resumidamente, adicionado em tubo do tipo egpd, 28,6uL da vacina
eleita (lote 3032/12) dprodutor B, apés homogeneizacao e 97ful4do diluente da amostra

para obter uma solugéo dpdlmL. Em outro tubo foram adicionados |20 da solugcao de 1
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png/mL e 980uL de diluente da amostra para obter uma concemtrd€&®0 ng/mL. A partir
da concentracdo de 20 ng/mL as amostras foramddduiem triplicatas para uso nos
diferentes kits:

a) No Kit Murex , nas concentra¢des (0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 ng/mta pa vacinas
pentavalente em andlise e nas concentracbes 023;,0; 1,5 e 2,0 ng/mL) para a

vacina de referéncia interna e;

b) no Kit Enzygnost, nas concentracdes (2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 ng/mig psa vacinas
pentavalente em analises e nas concentra¢cbess(R;57,5; 10,0 e 12,5 ng/mL)

para a vacina de referéncia interna.

4.5 Metodologia do kit comercial Murex HBsAg versdo 3 -Laboratorio ABBOTT,
para detecgédo do componente HBsSAg da vacina pentdeate

Resumidamente, foram adicionados {l0das amostras de vacinas pentavalente com
o componente HBsAg, conforme descrito nos itensl£34.3.2, 4.4 e 4.4.1 aos poc¢os das
placas de 96 pocos. As placas foram cobertas éadas a temperatura de 37°C por 60
minutos. Foram adicionados Pl do conjugado (anticorpo de cabra para HBsAg ligad
peroxidase) em cada poco e as placas incubad&® pomutos a 37°C. Apés a incubagéo, as
placas foram lavadas com solugi®lavagem (Glicina/Borato) usando um lavador degs
automatico ELX50 (Bio-Tek). Apbs a lavagem das gtaforam adicionados 1Q0L da
mistura da solucdo de substrato (3,3,5,5 - Tettitheazidina e peréxido de hidrogénio) em
cada poco. As placas foram cobertas e incubada@8G or 30 minutos. As reacdes foram
interrompidas com a adicdo de H0Q da solucio de parada (Acido sulfarico 2 M). As

absorbancias foram medidas a 450 nm com um legtonidroplacas ELX800 (Bio-Tek).

4.6 Metodologia do kit comercial Enzygnost HBsAg — Lab@tério DADE BHERING
para detec¢gédo do componente HBsAg da vacina pentdeate

Resumidamente, foram distribuidas em cada um qwésj pocos (Al, B1 e E1), 100
pL do controle negativo e em 2 pocos (C1 e D1), 1D@lo controle positivo do kit e em
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cada um dos pocos seguintes 100 pL da amostraalitwinforme descrito nos itens 4.3.1.2,
4.3.2,4.4 e 4.4.1. A seguir, foram distribuidoseada poc¢o 25 uL de conjugado 1 (anti-HBs/
biotina), as placas foram cobertas e incubadampaeatura de 37°C por 60 minutos. Apos a
incubacéo, as placas foram lavadas com soldeatavagem usando um lavador de placas
automético ELX50 (Bio-Tek) e foram adicionados 100 de conjugado 2 (estreptadivina/
POD) em cada pogo. As placas foram cobertas e @lasha 37°C por 30 minutos. Apos
incubacédo, as placas foram lavadas com solucadavdgdm. Apds a lavagem das placas
foram adicionados 75 pL de solucdo de uso de crenwgsubstrato) em cada poco. As
placas foram cobertas e incubadas durante 30 nsimaabrigo da luz entre 15 e 25°C. As
reacdes foram interrompidas com a adicdo dgl78a solucéo de bloqueio (Acido sulfarico
2 M). As absorbancias foram medidas a 450 nm confetior de microplacas ELX800 (Bio-
Tek).

4.7 Metodologia in vivo, para avaliagdo de poténcia para as amostras de craas
pentavalente dos produtores A e B

Foram realizados dois ensaios através da metoddfogivo:
Um ensaio para avaliacdo da poténcia usando armadraracinas pentavalente do
produtor A, em paralelo, a unaanostra de referéncia interna monovalente (lote 3%201),

com concentracdo em torno de 20 pg/ mL (QuadroedA)

O segundo ensaio usandmostra de vacina de referéncia interna pentavaleatdo
produtor A, ja eleita, na metodologi@m vitro. Conforme mencionado no item 4.4.1, em
funcéo do valor de poténcia desse lote eleito s&0dug/mL, a vacina foi diluida para obter a
mesma curva de concentracdo de uma vacina quexceméorno de 20 pg/mL (Quadro 4B).

Resumidamente, as vacinas em analise e a refefénam diluidas segundo o quadro
abaixo, utilizando o diluente da amostra (solucaddNaCl 0,9% contendo 0,05% de gel de

hidroxido de aluminio).
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Quadro 4A: Diluicdo das amostras de vacina pentavalente

Diluicao Diluente Amostra HBsAg

(mL) (mL) (Hg/mL)

1:4 6 2,0 da vacina 50
1:16 6 2,0 da dil 1:4 1,25
1:64 6 2,0 dadil 1:16 0,312
1:256 6 2,0 dadil 1:64 0,078

Quadro 4B: Diluicdo do lote de vacina eleita como referémaiarna (1622/12)

Diluicédo Diluente Amostra HBsAg
(mL) (mL) (Hg/mL)
1:10 10,8 1,2 da vacina 50
1:40 10,8 1,2 da dil 1:10 1,25
1:160 10,8 1,2 da dil 1:40 0,312
1:640 10,8 1,2 dadil 1:160 0,078

4.7.11noculacéo da vacina em animais

Para a etapa da imunizacéo foram utilizadas asedifes diluicdes obtidas de acordo
com os quadros 3A e 3B e camundongos BALB-c (hagaldt-2) fémeas, de 5 semanas de
idade. Cada diluicdo foi inoculada em 6 camundongtsvés da via intraperitoneal (1,0
mL/camundongo). Para o controle negativo foramzatilos 6 camundongos inoculados com
o diluente da amostra, uma solucdo de NaCl 0,9%endo 0,05% de gel de hidroxido de
aluminio (1,0 mL/camundongo). Apos 28 dias de itexgdo, os camundongos foram
previamente anestesiados e sangrados. O sangoeldoado em tubos do tipo eppendorf e
incubados a temperatura ambiente para retracdoagulegdo. A seguir, o sangue foi
centrifugado por 10 minutos a 2500 rpm e o sobramad(soro) coletado. O soro foi estocado
a - 20°C até o momento da realizagdo do ensaiogpat@cado da presenca do anticorpo anti-
HBsAg nas amostras de vacinas selecionadas pastudoén vivo. A licenca para 0 uso

desses animais esta registrada no Comité de Hiitssa de Animais (CEUA - FIOCRUZ)
sob o numero P. 0135/02
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4.7.2Metodologia do kit comercial Enzygnost Anti-HBs Il usado nas avaliacbes dos

soros dos camundongos inoculados com as amostrasvdeinas pentavalente

Foram distribuidos em cada poco 25 pL de Anti-HBsohjugado. Depois, foram
distribuidas em cada um dos 4 pocos (Al, B1, C1l) D0 pL do controle negativo e em 2
pocos (E1 e H1), 100 pL do controle positivo doekiem cada um dos pogos seguintes 100
puL da amostra. A seguir, as placas foram cobertasubadas a temperatura de 37°C por 60
minutos. ApOs a incubacédo, as placas foram lavadas solucdode lavagem usando um
lavador de placas automatico ELX50 (Bio-Tek) e rioradicionados 100 puL de solucdo
cromogénica (substrato) em cada poco. As placasnfarobertas e incubadas durante 30
minutos ao abrigo da luz entre 15 e 25°C. As reaf@@am interrompidas com a adicéo de
100 L da solucéo de blogueio (Acido sulfarico 0,25 rapl/As absorbancias foram medidas

a 450 nm com um leitor de microplacas ELX800 (Bek)l

4.8 Avaliacao estatistica dos resultados obtidos com agetodologiasin vitro

Os testes estatisticos Shapiro-Wilk (normalidad&gudent pareado, Kruskal-Wallis
(adequacao de ajuste) e o programa Combstat foliipados para avaliagdo dos resultados
obtidos nas metodologianm vitro usadas ap0s padronizacdo com as amostras dedites

vacinas pentavalente dos produtores A e B.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da poténcia do componente HBsSAg nas vaes pentavalente pela
metodologiain vitro usando o KIT MUREX

5.1.1 Amostras de lotes de vacina sem a dissociacédo dgua@nte — Produtor A

Resultados de poténcia obtidos com as amostraadiieas combinadas pentavalente,

lotes 1622/12 (50,5 pg/mL), 1623/12 (76,9 pg/mld6_R4/12 (67,6 pg/mL) do produtor A
foram mostrados na figura 5.

Figura 5: Resultados de poténcia do componente HBsAg nasascombinadas pentavalente do
produtor A, pelo métodm vitro

90 1
80 1
70
60 1
50 H1
40
30 1

Poténcia pg/mL

20 1
10 1

lote 1622/12 lote 1623/12 lote 1624/12

Vacina combinada - produtor A




45

5.1.2Dissociacao do adjuvante fosfato de aluminio utilando solugdo DEA

A figura 6 representa os resultados obtidos apfissmciacao do adjuvante fosfato de
aluminio utilizando solucdo DEA, utilizando as atmas de lotes 1622/12 (83,4 pg/mL),
1623/12 (81,2 pg/mL) e 1624/12 (84,7 pg/mL), dadpior A.

Figura 6: Resultados de poténcia do componente HBsAg apissacthcdo do adjuvante utilizando a
solucédo DEA para produtor A
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5.1.3Dissociacéo do adjuvante fosfato de aluminio utilando solugdo Citrato de Sédio a

20% das amostras de vacinas combinadas pentavalemte produtor A

Os resultados obtidos apés a dissociacdo do ad@ufasfato de aluminio usando
solucéo de citrato de sédio a 20% para as amadtrdstes 1622/12 (59,9 pg/mL), 1623/12
(78,2 pg/mL) e 1624/12 (74,0 pg/mL) foram mostrag@gigura 7.
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Figura 7: Resultados de poténcia do componente HBsAg apissacth¢do do adjuvante usando a
solucao Citrato de sédio a 20%, para amostrasattupsr A
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5.1.4 Resultados comparativos das vacinas sem a dissoéacdo adjuvante e com
dissociacdo do adjuvante utilizando as solucbes DEA Citrato de Sdédio nas
amostras de vacinas do produtor A

A andlise comparativa dos resultados de poténads apdissociacdo do adjuvante
apresentado na tabela 1 mostraram valores supepara as amostras tratadas com a solucao
de DEA, comparados com os encontrados utilizancitrato de sédio e o sem dissociagao do
adjuvante.
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Tabela 1: Resultados comparativos de poténcia das vacinasliseotiacao do adjuvante e com
dissociacdo do adjuvante com as diferentes solyggiesas amostras goodutor A

Dissociacdo do adjuvante Dissociagcao do adjuvante com Sem dissociacéo

Lotes com solugdo DEA solucéo Citrato de sodio do adjuvante
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
1622/12 83,4 59,9 50,5
1623/12 81,2 78,2 76,9
1624/12 84,7 74,0 67,6

5.1.5Eleicéo do lote de vacina de referéncia interna paramostras do PRODUTOR A

As amostras dos lotes de vacina combinada pentagat® produtor A usadas com
finalidade de eleicdao do lote de referéncia intdaram diluidas de acordo com descrito na
metodologia do item 4.4.1. Os resultados de paésecontrados para os lotes 1622/12 (20,3
pg/mL), 1623/12 (19,1 pg/mL) e 1624/12 (19,0 pg/nik)am mostrados na figura 8A.

Figura 8A: Resultados de poténcia do componente HBsAg paieldo lote de vacina de
referéncia interna dprodutor A
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Ap0s andlise dos resultados encontrados na fighira 8ote 1622/12 foi selecionado

como vacina de referéncia interna para as amosimaprodutor A. Para tanto, foram
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realizados cinco ensaios consecutivos para avaliagh repetitividade do resultado de
concentracdo do lote eleito. Todos os resultad@srfem torno de 20,3; 20,3; 20,4; 20,0 e

20,3 pg/mL respectivamente (Figura 8B).

Figura 8B: Avaliacdo da repetitividade do resultado de potedei vacina de referéncia interna (lote
1622/12) para produtor A
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5.1.6 Avaliagdo da poténcia da vacina combinada tetravaide DTP + Hib sem o
componente da hepatite B e da vacina pentavalenteTB-HepB + Hib com o
componente da hepatite B

Os valores de densidade otica (DO) encontrados parsamostras de vacina
tetravalente DTP + Hib sem o componente HBsAg foraemores que o valor do controle
negativo (0,2). Entretanto, na avaliagdo das am®ske vacina combinada com o componente
HBsAg (DTP-HepB + Hib) os resultados foram consades positivos por estarem muito

mais altos que os encontrados com as vacinas [HIP eu controle negativo (Tabela 2).
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Tabela 2: Resultados de densidades otica de amostras semn @ componente HBSAQ.

Amostras de vacinas sem o componente HBsAg
(Média das triplicatas — DOSs)

Diluicbes
Produto 0,25 05 1,0 1,5
Lote 785/12 (DTP + HIB) 0,124 0,122 0,119 0,121
Lote 1325/12 ( DTP) 0,124 0,124 0,126 0,125
Controle Negativo 0,200

Amostras de vacinas com o componente HBsAg
(Média das triplicatas — DOSs)

Diluicbes
0,25 0,5 1,0 1,5
Lote 1623/12 (DTP-HepB + Hib) 0,488 0,844 1,615 831
Lote 4181/12 (DTP-HepB + Hib) 0,470 0,826 1,390 5B,0

Produto

5.1.7 Poténcia dos lotes de vacina do PRODUTOR A ap6s astabelecimento do
protocolo final

Os resultados dos ensaios realizados com seterisrlotes de amostras de vacina
combinada pentavalente, do produtor A, utilizandéote de vacina de referéncia eleito
(1622/12) mostraram meédias variaveis em torno de-786 pg/mL, apos trés ensaios

consecutivos (Tabela 3).

Tabela 3: Avaliacdo de poténcias dos componentes HBsAg riesedies lotes de vacina combinada

pentavalente dprodutor A

Kit Murex
Amostras Resultado de poténcia  Média
(Hg/mL) (Hg/mL)
1623/12 67,4 78,9 68,1 71,5
1624/12 78,4 77,7 78,8 78,3
3481/12 76,9 74,5 75,7 75,7
4176/12 79,8 83,1 80,0 81,0
4178/12 78,6 79,6 78,6 78,9
1014/13 82,6 90,4 83,7 85,6

1015/13 89,0 83,6 84,1 85,6
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5.1.8 Eleicéo do lote de vacina de referéncia interna paramostras do PRODUTOR B

A eleicdo do lote de referéncia interna para agabadas amostras de vacina
combinada pentavalente do produtor B, foi realizsal#forme metodologia do item 4.4.1. A
figura 9A apresenta os resultados de poténcia abihra os lotes 3032/12 (20,3 pg/mL),
4181/12 (21,0 pg/mL) e 1020/13 (20,8 pg/mL), selkeados para a eleigao.

Figura 9A: Resultados de poténcia do componente HBsAg paiieldo lote de vacina de

referéncia interna para amostraspdodutor B
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O lote 3032/12 apresentando concentracdo em toen@03 pg/mL de antigeno
HBsAg foi selecionado como amostra de vacina deréatia interna do produtor B, apds
andlise dos resultados mostrados na figura 9A.

Para avaliacdo da repetitividade de concentracadoto eleito (3032/12), foram
realizados cinco ensaios e os resultados de caacéntforam em torno de 20,3; 20,5; 20,2;

20,3 e 20,4 pg/mL, respectivamente conforme mostnadigura 9B.
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Figura 9B: Repetitividade do resultado de poténcia da vaoineferéncia interna (lote 3032/12),

para oprodutor B
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5.1.9Poténcia do componente HBSAg na vacina combinada mavalente do
PRODUTOR B

A tabela 4 apresenta os resultados de poténciaosbem trés ensaios com o0s
diferentes lotes de vacina combinada pentavaledte.valores de médias encontrados
variaram de 31,0 — 41,5 pg/mL, considerando odeteacina de referéncia interna (3032/12),
em torno de 20 pg/mL.
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Tabela 4: Resultados de poténcia do componente HBsAg naaacimbinada dprodutor B

Kit Murex
Amostras Resultado de poténcia Média

(Hg/mL) (Hg/mL)
3027/12 28,3 32,8 31,9 31,0
3585/12 33,1 35,4 35,2 34,6
4181/12 34,2 351 31,7 33,7
1020/13 35,8 36,4 36,7 36,3
1023/13 36,7 395 391 38,4
1399/13 35,5 35,5 35,7 35,6
1402/13 40,8 41,9 41,9 41,5
2152/13 41,7 40,0 40,2 40,6

5.2 Resultados de poténcias dos componentes HBsSAg naimas pentavalente dos
produtores A e B pela metodologia in vitro usanddIT ENZYGNOST

5.2.1Lote de vacina de referéncia interna do PRODUTOR A- repetitividade

Com o lote de vacina (1622/12), eleito como refeigémterna foram realizados cinco
ensaios consecutivos para avaliacdo da repetitigidda concentracdo da amostra. Os
resultados encontrados foram (20,9; 21,5; 20,8 8®1,2 ug/mL), respectivamente (Figura
10).
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Figura 10: Resultado de poténcia do componente HBsAg do bteadina de referéncia inter(late
1622/12),do produtor A utilizando oKit Enzygnost
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5.2.2Poténcia dos lotes de vacina do PRODUTOR A apos astabelecimento do

protocolo final usando o Kit Enzygnost

Os diferentes lotes de vacina combinada pentawatimprodutor A, apds trés ensaios
consecutivos, utilizando a vacina de referénciarimg 1622/12 selecionada anteriormente,

mostraram resultados de médias de poténcia vasi@gmeitorno de 74 — 80,1 pg/mL (Tabela
5).
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Tabela 5: Resultados de poténcia do componente HBsAg naaaocimbinada pentavalente do

produtor A

Kit Enzygnost

Amostras Resultado de poténcia  Média
(Hg/mL) (Hg/mL)
1623/12 74,5 80,2 79,2 78,0
1624/12 81,8 82,0 78,6 80,8
3481/12 72,0 79,3 71,1 74,1
4176/12 83,4 74,9 75,2 77,8
4178/12 80,0 79,7 80,7 80,1
1014/13 81,7 78,5 12,7 77,6

1015/13 81,9 78,0 80,4 80,1

5.2.3Lote de vacina de referéncia interna do PRODUTOR Bg¢om o Kit Enzygnost —

repetitividade

Foram realizados cinco ensaios consecutivos paatiaefio da repetitividade do
resultado de concentracdo da amostra eleita cofecémeia de interna (lote 3032/12) do
produtor B. A figura 11 apresenta os resultadoglobtnos ensaios (20,7; 20,3; 20,6; 20,7 e

20,4 pg/mL), respectivamente.
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Figura 11: Resultado da poténcia do componente HBsAg do bteadina de referéncia eleito
(3032/12)do produtor B utilizando oKit Enzygnost
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5.2.4 Poténcia dos diferentes lotes de vacina combinadamavalente do PRODUTOR B

Os resultados dos ensaios realizados com diferdotes de amostras de vacina
combinada, do produtor B, utilizando o lote de macie referéncia eleita (3032/12), apos
padronizacdo da metodologia mostraram médias deentmacdes varidveis em torno de 29,7
— 41,9 pg/mL (Tabela 6).
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Tabela 6: Resultados de poténcia do componente HBsAg nasascbombinadas dorodutor B

com o uso dd&it Enzygnost

Kit Enzygnost

AMmostras Resultado de poténcia Média
(Hg/mL) (ng/mL)
3027/12 32,1 28,3 31,3 30,6
3585/12 38,4 38,2 35,6 37,4
4181/12 28,2 28,5 32,3 29,7
1020/13 36,3 36,4 36,4 36,4
1023/13 38,9 39,0 39,1 39,0
1399/13 35,8 35,7 35,4 35,6
1402/13 42,0 41,8 42,0 41,9
2152/13 40,0 41,7 40,8 40,8

5.3 Estudo da estabilidade das amostras de vacinas coiméidas mantidas a 4°C e
submetidas a 60°C por 7 dias

As amostras de vacina combinada pentavalente ddujmo A (lotes 1624/12 e
4178/12) e produtor B (lotes 3585/12; 3027/12 e2B8Dd), mantidas a 4°C e submetidas a
60°C, por uma semana foram avaliadas através dooeds tipo ELISA utilizando os kits
comerciais Murex e Enzygnost.

Os resultados das amostras de vacina dos doistpredyA e B) mostraram quedas
significativas nos valores de poténcias quando stidas a temperatura de 60°C com uso dos
diferentes kits de detecc¢éo do antigeno HBsAg.

A avaliacdo comparativa dos resultados encontregimsas amostras mantidas a 4°C e

60°C mostraram valores muito superiores aos obtidmsamostras a 60°C. (Tabela 7).
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Tabela 7:Resultados de poténcia das amostras de vacinamadabdos produtores A e B mantidas a
4°C e submetidas a 60°C por 7 dias

Kit Comercial Murex

Produtor A Produtor B
Temperatura Lote Lote Lote Lote Lote
1624/12 4178/12 3027/12 3032/12 3585/12
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
4°C 78,3 78,9 31,0 34,7 34,6
60°C 3,4 3,5 3,9 3,5 3,6
Kit Comercial Enzygnost
Produtor A Produtor B
Temperatura Lote Lote Lote Lote Lote
1624/12 4178/12 3027/12 3032/12 3585/12
(Lg/mL) (Lg/mL) (Lg/mL) (Lg/mL) (Lg/mL)
4°C 80,8 80,1 30,6 35,6 37,4
60 °C 3,4 3,5 3,8 3,6 3,7

5.4 Correlagdo dos resultados obtidos através das metoldgiasin vivo e in vitro com

as amostras de vacinas combinadas pentavalente dogutor A

A figura 12 apresenta a correlacéo dos resultabdttdos pelas metodologi@s vivo e

in vitro utilizando as amostras de vacinas combinada paleta¢ do produtor A (lotes
1622/12 e 1623/12). O lote 1622/12 foi usado comosdra e como referéncia interna.

Os resultados encontrados de poténcia relativagsaaanostras avaliadas pelo método
in vivoforam 3,65 e 6,25 para os lotes 1622/12 e 1628#%pectivamente.

Os valores de concentracdes (poténcia) obtidos psranesmos lotes através do
métodoain vitro foram 50,5 pg/mL (1622/12) e 76,0 ug/mL (1623/12).
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O lote 1622/12 usado como referéncia interna aptegeesultados em torno de 20
png/mL no ensaio in vitro e poténcia relativa deBQJnite de confian¢a superior da poténcia

relativa igual a 1,09) no ensaio in vivo.

Figura 12: Correlacdo dosesultados obtidos pelas metodolograsivo ein vitro utilizando as
amostras de vacinas combinadagpdmutor A
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5.5 Estatistica comparativa dos resultados das amostrados produtores A e B de
vacinas combinadas pentavalente utilizando os Kitslurex e Enzygnost, pelo teste

t-Student pareado

Na andlise estatistica foi aplicado o teste t-Stugmreado para comparacao dos
resultados obtidos nos ensaios de poténcia do auenpg® HBSAg com amostras de vacina
combinada dos dois produtores, utilizando os kiteerciais Murex e Enzygnost. O resultado
mostrou um p-valor maior que o nivel de signifiGande 0,05, indicando que ndo se pode
provar que estatisticamente o Kit Murex e o Kit ygnost apresentam resultados diferentes
(Tabela 8).
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Tabela 8: Teste t-Student pareado para comparacédo dos drsutie poténcia encontrados nos Kits

Murex e Enzygnost

valorp
Produtor A 0,3974
Produtor B 0,9410



60

6 DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento de formulacdo de vacinggodutor deve determinar o
efeito da combinacdo a ser realizada. A experiétaria mostrado que a combinacdo de
vacinas monovalentes pode resultar numa nova cagéinmenos segura ou eficaz do que
seria desejavel. Por vezes, os componentes deagaadativadas podem atuar negativamente
sobre um ou mais dos componentes ativos. Um deases ocorreu quando a combinagéo da
vacina de difteria, toxoides tetanigertussisacelular (DTPaP) e vacina Hib resultou em uma
resposta imune reduzida addaemophilus influenzadipo b (ESKOLA, et. al, 1996,
PICHICHERO, et al., 1997, GREENBERG, et al., 19S§HMITT, 1995).E de extrema
importancia validar a compatibilidade dos compoegntombinados. O produto pode ser
caracterizado e a integridade dos componentesvaéiado através da realizacdo de testes
fisico-quimicos e biolégicos. Para demonstrar amda a compatibilidade dos componentes,
recomenda-se que sejam realizados os ensaios taethém modelo animal adequado, para
determinar as consequéncias de combinagbes de cp@otéa imunogenicidade
(GOLDENTHAL, et. al, 1995FDA, 1997).

Da mesma forma, as caracteristicas fisicas, imduanressuspensao e a adequacao do
recipiente e fechamento para a associacao deveavakadas. Se a combinagcéo de vacinas
de componentes resulta em um volume demasiadoeyard ser seguramente administrado,
o produtor pode avaliar a reducéo da dose de alguhsdos 0os componentes e restaurar para
um volume final ideal, utilizando concentrado inmediario de bulks para atingir
concentracdes finais iguais as vacinas de compes@mbnovalentes.

Na reducao da variabilidade, duragcéo e custosdlestele poténcia em vacinas, pela
metodologiain vivo alguns produtores e o laboratério de controle amadj INCQS tem
desenvolvido metodologidaa vitro baseadas em ensaio do tipo imunoenzimatico — ELISA
para a avaliacdo da poténcia do componente HBsAgagnas monovalente e combinadas
(COSTA, 2011; OMS, 2009). Esses ensaios sao prasfygecifico, utilizando kits comerciais
ou in housepara a quantificacdo do HBsAg, com o uso de am®ske vacinas de lotes finais

dos diferentes produtores.

Os requisitos gerais para agentes como conseryatgsantes, e outros materiais

constituintes que podem ser adicionados a vacimant®i ou no final do processo de
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producao, estdo descritos nas normas oficiais (FDA3b). Em uma vacina de combinacéo,
0 conservante ou um agente estabilizador numa asamonovalente pode alterar a poténcia
dos outros componentes. Por exemplo, o timeroséb@afa poténcia da vacina poliomielite
inativada (IPV) na sua combinacdo com vacina catiftaria, tétano e pertussis. O uso de
conservantes pode ser evitado se as vacinas sdecifteis em frascos de dose Unica. A
inclusdo de um conservante (timerosal) ndo elimanaecessidade de uma vacina de
combinacdo ser avaliada para a poténcia para aaddos componentes ativos. Nao foi
avaliado o conteudo de timerosal através de endaiddo as diversas avaliagdes de poténcia
realizadas. Entretanto, foram feitas avaliagOes \@dsres descritos nas composicdes das
bulas das vacinas combinadas pentavalente dostpredlA e B. As vacinas contém apenas
tracos de timerosal como residuo do processo déup#io da vacina ou concentracdo de
0,005% por dose de 0,5 mL. Valores esses corresptesl ao valor de referéncia
preconizado nas normas oficiais para o produto riiee pode ser < do que 85% e nem
exceder 115% do valor rotulado do frasco da va@#&RMACOPEIA EUROPEIA, 2012).

Inicialmente foi avaliada a necessidade ou nédo idaodacdo do adjuvante das
amostras de vacinas através de solucdes dissagsador adjuvante (fosfato de aluminio),
através de duas solucdes (DEA e citrato), pardagp@a da poténcia do componente HBsAg
nas vacinas selecionadas. Os resultados de comp@egrem torno de 80 pg/ mL de HBsAg
nas amostras, apos a dissociacdo do adjuvante &) §ugere ser mais eficiente quando
comparado com o uso da solugdo Citrato de sodiere & dissociacdo do adjuvante. Os
autores ndo mencionam estudos de dissociacdo ukeatk, entretanto, ja demonstraram que
em vacinas combinadas pode ocorrer diminuicdo sfgosta de um ou mais componentes da
vacina, devido a competicdo antigénica com o adji@vaesultando em uma alteracdo na
propor¢cdo antigeno — adjuvante (SESARDIC, et &99L No caso da combinacdo com
vacina DTP a imunogenicidade da vacina de Hep#&tijgode variar, dependendo se foi
adsorvida a hidroxido de aluminio ou fosfato demahio (ELLIS, 1999). A partir dessas
informacdes, a escolha do adjuvante na formulag&eadina deve levar em consideracao as
cargas superficiais do antigeno e do adjuvante SMIAKHSHIR, et al., 1995). As cargas
elétricas do adjuvante e do antigeno devem settagppara facilitar a atracéo eletrostética e

adsorgéo.

A poténcia, tal como definido, é a capacidade défpaao produto para efetuar um
resultado determinado, conforme indicado por tekstlesratoriais adequados ou por dados
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clinicos controlados adequadamente obtidos atrdséadministracdo da forma pretendida.
Para um produto de combinacdo, a poténcia de catdpanente para o qual é feita uma
reivindicacdo de eficacia deve ser determinadaot@ria de cada componente deve cumprir
com a poténcia de exigéncia para o produto monoteake menos que possa ser determinado
que qualquer reducao de poténcia, devida a intere@ outros componentes do produto de
combinacéo, ndo resulta em uma reducédo da efieatiseres humanos. Os testes de poténcia
devem detectar qualquer interacdo dos componeuntepassam interferir no efeito do outro
componente (FDA, 2013a).

No presente estudo foram realizadas etapas deagdedi de possiveis interferéncias
dos componentes contidos nas formulagdes das gacwmmabinadas pentavalente. Foram
utilizadas amostras de vacinas combinadas sem pawnte HBsAg (DTP+HIB e DTP)
com o objetivo de avaliar se poderia ou ndo téunémicia dos outros antigenos nos resultados
obtidos pelo ELISA e amostra de vacina com o corapttnHBsAg (DTP+Hepatite B) para
comprovar especificidade do kit para o antigentejaatite B. Os resultados de densidades
Optica inferiores ao controle negativo do kit (Qy#lizando o kit murex mostraram que o kit é
especifico para quantificacdo do HBsAg. Portantostnou que ndo ocorreu interferéncia das
outras proteinas na avaliagdo da poténcia do HBsAg.

Devido a diversidade na reatividade de vacinasecmitt HBsAg produzidas por
diferentes processos de producdo em que os adpsvdmtam adicionados por meio de
métodos diferentes, um Unico material de referén@mé adequado para a normalizacdo de
vacinas contra a hepatite B, em ensdiosvivo ou in vitro. Assim, 0s produtores séo
obrigados a estabelecer uma vacina de referénqgmadinito especifico, que é feita com base
no lote de vacina que demostra ser mais eficazeneaios, sendo da mesma origem das
vacinas a serem testadas (OMS, 2014c).

Assim sendo, apés as avaliacdes dos resultadostéeca da dissociacdo ou ndo do
adjuvante foi selecionada a metodologia sem aciss@o do HBsAg para a continuidade dos
ensaios. A escolha do uso das amostras de vaaima séissociacdo foi devido ao fato da
diferenca encontrada para os resultados de potdacigerem considerados significativos em
ensaios bioldgicos. Inicialmente, foi utilizada @acwa monovalente (3529/01) como
referéncia interna para eleger dois lotes de vacorabinada como referéncia, para os
produtores A e B. Os lotes eleitos 1622/12 e 3@32/&m o uso dos kits comerciais Murex e

enzygnost respectivamente, foram submetidos previtera uma etapa de diluicdo para que



63

obtivesse a concentragdo de uma vacina monovaenterno de (20pg/mL). De acordo com
os dados da literatura essa concentracdo contiglastde anticorpos em torno de 10mul/mL,

apos a terceira dose da aplicacao da vacina (OMS3c2.

Para a metodologim vitro foram utilizados dois diferentes kits comercidufex e
Enzygnost), usando diversos parametros descritoAnexo 1, com objetivo de avaliar a
poténcia do componente HBsAg através do ensaioipto ELISA. Pelos resultados de
poténcia obtidos pelos KIT MUREX e o KIT ENZYGNOSA estimativa da poténdia vitro
da vacina contra hepatite B pode ser afetada petadologia utilizada. Ent&o, foi escolhida a
curva de concentracao 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2Ming/ara avaliagdo da poténcia utilizando o
KIT MUREX e a curva 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5 ng/para o KIT ENZYGNOST. Apés o
estabelecimento dos protocolos com as curvas ®eitam feitas analise de reprodutibilidade
dos resultados, usando um numero maior de lotegndestras de vacinas combinada
pentavalente para os produtores A e B. Os resdtagpoesentados mostraram diferentes
concentracdes de poténcia entre os produtores Adeviddo a diversidade na reatividade das
vacinas (OMS, 2010).

Na metodologian vivo foi utilizado o Kit Enzygnost Anti-HBs Il com olijeo de se
obter avaliacdo de anti-HBsAg com as mesmas ansastiacionadas no estuiovitro, para
avaliacao entre apresentacao da vacina pentavalemie monovalente. A ndo realizacdo do
ensaioin vivo com amostras do produtor B foi devido ao fato dapgsta do estudo ser
vitro; e noin vivo necessitar de um quantitativo maior de animaisid&eos resultados
obtidos com o produtor A considerados suficientegapabordagem do estudo da
imunogenicidade.

Os resultados de poténcia relativa foram todosarmatima da poténcia relativa do
lote eleito como referéncia interna (0,98/20ug/m)valor preconizado nas normas oficiais
para 0 ensai vivo, na avaliacdo da poténcia relativa da vacina c@ntrepatite B € o limite
de confianca superior (95%) da poténcia relativa ree minimo 1,0 (FARMACOPEIA
EUROPEIA, 2012). O objetivo dos estudos de imunagggde comparativa deve ser
descartar importantes diferencas entre a resposaida combinada em comparacdo com a
monovalente. Se os niveis de anticorpos induzidda pacina de combinagdo sdo mais
baixos do que os que sado induzidos pelas vacina®vatentes, em tais casos, o produtor
deve fornecer dados clinicos ou informacfes paogag@ premissa de que a resposta mais

baixa ndo afetara a eficacia protetora do produto.
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Testes de poténcia quantitativos sao geralmentsidemados necessarios para avaliar
a atividade bioldgica de cada componente ativo rda macina de combinacdo e também
podem servir como uma importante medida da esfabliéi do produto. Testes de estabilidade
do produto s@o essenciais para selecionar um peajapriado para expiracdo, bem como
para futuras extensées do periodo de validade. Hiariam dos casos, 0s parametros de
estabilidade (por exemplo, poténcia, e de estadb)l sdo avaliadas através da utilizacdo de
dados em tempo real, em condicdes ideais de aram@eeno (OMS,1998). Os estudos de
estabilidade s&o necessarios para cada apreseni@gioduto final, como frascos de doses
multiplas e simples e seringas pré-cheias.

Estudos demonstram que a vacina contra a hepatitdB3 é estavel durante até
quatro anos a temperaturas de 2°C a 8°C, durargesa20°C a 25°C, durante semanas a
37°C e durante dias a 45°C. Tal como acontece agmavacinas adsorvidas em sais de
aluminio, o congelamento da vacina HB pode causarreducao significativa da poténcia. O
ponto de congelamento da vacina HB € de cerca, 88GQOMS, 1998).

Os testes de poténcia vitro devem ser capazes de distinguir vacinas de baixa
poténcia. Para tanto, podem ser utilizadas amosteassacina com poténcia reduzida
artificialmente (OMS, 2010).

Os resultados apresentados na Tabela 7 mostracapaaidade dos kits selecionados
de distinguirem os lotes de vacinas combinadasapel@inte com poténcia reduzida, apés
serem submetidos a situacdo de estresse (60°@¢)7 guando comparados com os resultados
obtidos com os mesmos lotes mantidos a 4°C.

Experimentos feitos para avaliagcdes da termoestabé sugerem que o aumento ou
diminuicdo da temperatura tem influéncia diretgoramluto. E conhecido que para aumentar a
estabilidade térmica das vacinas com adjuvantesemda aluminio, deve-se utilizar na
formulacdo uma combinacéo de tampdes para alteswgpexficie quimica do adjuvante (pH) e
controlar o estado de ionizagdo das cadeias latdas aminoécidos do antigeno (CLAPP,
2011).

Para realizacdo das andlises estatisticas dosadrssilobtidos com as amostras de
vacinas combinadas pentavalente, com uso dos daterciais Murex e Enzygnost foram
usadas os testes formais de hipoteses de equiial@nicialmente, para demonstrar a
equivaléncia ou semelhanca de taxas e proporcdesplicado o teste de normalidade de

Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade dos daBasa ambos 0s conjuntos os valores de p-



65

valor foram maiores que o nivel de significancigd%), confirmando que ndo ha dados
estatisticos que venham a comprovar a ndo norrdalidas dados.

Entdo, através do teste t-Student pareado obsee/aue a hipotese nula foi aceita,
pois ndo houve diferenca significativa nos resoldade poténcia das amostras de vacina
combinada utilizando os kits Murex e Enzygnost pasaprodutores A e B. Isto foi
comprovado através do resultado do p-valor maierajnivel de significancia de 5%.

Foi aplicado também um teste de adequacéo de ajusteado Kruskal-Wallis a um
nivel de significancia de 0,05 que realiza a coriw entre duas distribuicbes. Como o p-
valor para ambos os produtores foram maiores qudvel de significancia (0,05) foi
concluido que os resultados obtidos com o uso diesedtes Kits ndo apresentaram

distribuicdes estatisticamente diferentes.
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CONCLUSAO

A metodologia do ensaim vitro foi estabelecida para avaliagdo da poténcia das

amostras de vacinas combinadas pentavalente (DTRiIB)BIos produtores A e B;

A dissociacdo do adjuvante fosfato de aluminiizahdo a solu¢do DEA mostrou
resultados superiores na quantificacdo do comperidBsAg. Entretanto, a escolha
do uso da nao retirada do adjuvante foi devido a wiferenca nado significativa

encontrada pela metodologia estabelecida;

Foi possivel eleger lotes de referéncia intelara s dois produtores, através do uso
de uma vacina monovalente produzida na mesma lewddansenula polymorpha

das amostras de vacinas selecionada para o estudo;

Avaliacdo da possivel interferéncia dos demaispmmentes da vacina na poténcia do
componente HBsAg mostrou auséncia de reatividade @& componentes (difteria,
tétano, pertussisidaemophilus influenzaeb);

Os kits comerciais selecionados para deteccddBsA\g (murex e enzygnost) foram

adequados para a proposta do estudo por seremfegec

Avaliacdo estatistica mostrou que nao houve et significativa nos resultados de
poténcia das amostras de vacina combinada dostpredlA e B, utilizando os kits
Murex e Enzygnost.
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8 PERSPECTIVAS

» Validar o métodan vitro para avaliacdo da poténcia do componente HBsAgawinas

combinadas;

» Estabelecer critérios de especificacdo do testgpaléncia com base nos resultados

encontrados no estudo;

e Avaliar a poténcia do componente HBsSAg nas vacioambinadas pentavalente e

heptavalente de outros produtores.
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ANEXO 1 - Padronizacgéo dos protocolos para avaliap da poténcia do componente da hepatite B nas viaas combinadas pentavalente

(DTP/HB/HIib) de diferentes produtores

Kit Murex Kit Enzygnost
Pardmetros Protocolo 1 Protocolo 2 | Protocolo 3 Protocolo Final Protocolo Final Parametros Protocolo Final Protowolo Final
produtor A produtor B produtor A produtor B
Curva de concentracag 0.250.5; 0.25,0,5; o1205e0155 0,25, 0.5; 0.25;0.5; Curva de concentrac3o 2,5 5,0; 2,5 5,0;
41 0e 1,5 ng/ml1,0 e 1,5 ng/ml. gL | LoeLsngm| 10e15ngm 9%7,5 € 10,0 ng/mll 7,5 e 10,0 ng/mL
Solucéo para dissociacfio DHEA,; Citrato de Vacina
do adjuvante fosfato de - Triton X-100 €| sédio - - . Lote 1622/12 Lote 3032/12
. A de referéncia
aluminio PBS a20%
Volume, temperatura € 0500 HL . 3? Ok Lotes 1623/12;
. 25°C/30 ming 37°C/12he .
tempo de rotagdo para - 15000 rom/ | 2000 rom/ - - Vacinas com 1624/12; 3481/1}
dissociacao do adjuvante 10 Sp 5 minp componente HBsAg dpt176/12; 4178/11 -
Produtor A 1014/12 e
- 1015/12
Vacina de Lote 3529/01| Lote 3529/01 Lote 352901 Lote 1622/  el3n32/12
referéncia
Vacinas com Lotes 1622/12; Lotes 1622/12; Lotes . Lotes 1_623/12;,_
componente HBsAgdo 1623/12 e 1623/12 e 1622/12; 11624112, 3481/1%
ppro PN 9 Lot Leoahs | 162312 € |4176/12; 417813 Lotes 3032/12;
1624/12 |1014/12 e 1015/12 Vacinas com 3027/12; 3585/12
te HBsAg d - 4181/12; 1020/13
Lotes 3027/12; componente FBSAg dp !
. Produtor B 1023/13; 1399/13]
Vacinas com 3585/12; 4181/12 1402113 e 2152/1
componente HBsAg dq - - - - 1020/13; 1023/13
Produtor B 1399/13; 1402/13 ¢
2152/13

T




